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Reproductive biology of Bothrops alternatus in a South America template area: male repro-
ductive cycle. The pitviper Bothrops alternatus is one of the most widely distributed and abundant 
venomous snake species in the South America template area. However, knowledge about their 
reproductive biology is mostly known for data from Brazilian populations, finding few data for 
the Argentine populations. The life history of snakes is influenced by ecological factors such as 
regional variations in climatic seasons, generating differences in reproductive biology between 
populations in different regions. We present the male reproductive cycle of B. alternatus at its 
southern distribution limit, based on morpho-anatomical and histological data. The testicular 
volume varied throughout the seasons, coinciding its increase and decrease with the increase 
and decrease in temperature. However, the morpho-anatomical measures did not show all the 
different stages through which the B. alternatus testicle passes. In spring the testicles were in 
recrudescence and in summer began the spermiogenesis that extended until the beginning of 
autumn (April). Testicular regression began in May (autumn) and in winter the seminiferous 
epithelium of the testicles retracts completely, being in total regression towards July and until 
the beginning of September (winter). Males of B. alternatus were reproductively active during 
spring / summer and reproductively inactive during autumn / winter, determining a seasonal 
reproductive cycle. However, sperm were found in the deferens ducts throughout all the year. 
With this study, we provide evidence to support the importance of the microscopic approach 
for studies of reproductive cycles. Finally, we discuss the synchronization of the male reproduc-
tive cycle with the female reproductive cycle in the southernmost population of B. alternatus.
Key words: Ecological factors; Histology; Sperm cycle; Asynchronic cycles.
RESUMEN
La yarará grande Bothrops alternatus es una especie de serpiente venenosa ampliamente distri-
buida y abundante en el área templada de América del Sur. Sin embargo el conocimiento sobre su 
biología reproductiva es mayormente conocido por datos de poblaciones brasileñas, existiendo 
escasos datos de las poblaciones argentinas. La historia de vida de las serpientes está influenciada 
por factores ecológicos como las variaciones regionales en las estaciones climáticas, generando 
diferencias en la biología reproductiva entre las poblaciones de diferentes regiones. Presentamos 
el ciclo reproductivo masculino de B. alternatus en su límite de distribución austral, basado en 
datos morfo-anatómicos e histológicos. El volumen testicular varió a lo largo de las estaciones, 
coincidiendo su aumento y disminución con el aumento y disminución de la temperatura. Sin 
embargo, las medidas morfo-anatómicas no mostraron todos los diferentes estadios por los que 
atraviesa el testículo de B. alternatus.  En  primavera los testículos estuvieron en recrudescen-
cia y en verano comenzó la espermiogénesis que se extendió hasta el inicio del otoño (abril). 
La  regresión testicular comenzó en mayo (otoño) y en invierno el epitelio seminífero de los 
testículos se retrae totalmente, encontrándose en regresión total hacia julio y hasta comienzos 
de septiembre (invierno). Los machos de B. alternatus estuvieron reproductivamente activos 
durante la primavera / verano y reproductivamente inactivos durante el otoño / invierno, 
determinando un ciclo reproductivo estacional. No obstante, se encontraron espermatozoides 
en los túbulos deferentes a lo largo de todos los meses del año. Con este estudio, aportamos 
evidencia para apoyar la importancia del enfoque microscópico para los estudios de los ciclos 
reproductivos. Finalmente, discutimos la sincronización del ciclo reproductivo masculino con 
el ciclo femenino en la población más austral de B. alternatus.
Palabras clave:  Factores ecológicos; Histología; Ciclo espermático; Ciclos asincrónico.
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La reproducción es una función biológica impor-
tante, ya que es el medio por el cual los organismos 
transmiten sus genes a la próxima generación, ha-
ciendo su estudio esencial  para comprender el ciclo 
de vida de un organismo (Shine, 2003; Almeida-
Santos et al., 2014; Van Dyke et al., 2014). La biología 
reproductiva de las serpientes abarca diferentes pa-
rámetros, como el modo y los ciclos reproductivos, 
la fecundidad, la edad y el tamaño en la madurez, el 
dimorfismo sexual, los sistemas de apareamiento y 
el comportamiento reproductivo (Almeida-Santos 
et al., 2014). Sin embargo la cantidad de los datos 
sobre la reproducción de las serpientes neotropicales 
difieren entre los sexos (Rojas et al., 2013). Hasta 
hace poco tiempo la mayoría de ellos correspondían 
a  hembras, encontrándose datos confiables para mu-
chos linajes (e.g. Shine, 1977, 1994; Almeida-Santos 
y Salomão, 2002; Pizzatto et al., 2008; Bellini et al., 
2017). Esto se debe en parte a que la reproducción 
se consideraba energéticamente más costosa para 
las hembras (Shine, 2003), y en parte a que sus ci-
clos reproductivos pueden ser inferidos a partir de 
la observación directa de sus gónadas, mediante el 
análisis de sus folículos y huevos (Almeida-Santos 
et al., 2014). Actualmente se sabe que incluso en 
regiones templadas y cálidas el costo que demanda 
la reproducción en los machos es significativa, de-
terminando que los  ciclos reproductivos masculinos 
de muchas especies sean estacionales, y no continuos 
como se consideraba hasta hace poco tiempo (e. g. 
Barros et al., 2014; Almeida-Santos et al., 2017). Por 
otro lado, la mayoría de los estudios que incluyen 
eventos reproductivos masculinos se basan en ob-
servaciones morfo-anatómicas sin incluir análisis 
histológicos que los corroboren (Mathies, 2011; 
Rojas et al., 2013). 
El género Bothrops cuenta actualmente con 
45 especies, distribuidas desde México a Argentina 
(Martins et al., 2002; Bisneto y Kaefer, 2019; Uetz 
y Hošek 2019). Las serpientes pertenecientes a este 
género tienen un patrón reproductivo complejo, con 
diferentes estrategias, para posibilitar una repro-
ducción exitosa (Almeida-Santos y Salomão, 2002). 
En los últimos veinte años, se han publicado varios 
trabajos sobre la biología reproductiva de diferentes 
especies Bothrops, con una amplia preponderancia 
de estudios desarrollados en Brasil (e.g. Almeida-
Santos y Salomão, 2002; Valdujo et al., 2002; No-
gueira et al., 2003; Hartmann et al., 2004; Nunes et 
al., 2010; Barros et al., 2014; Bisneto y Kaefer, 2019). 
Estos estudios muestran que varios aspectos de la 
reproducción, como la viviparidad y la existencia 
de un ciclo reproductivo estacional se conservan 
en el grupo, evidenciando la influencia filogenética 
en la biología reproductiva de este género (Bisneto 
y Kaefer, 2019). Sin embargo, la estacionalidad re-
productiva es común entre las serpientes y los ciclos 
reproductivos pueden estar correlacionados con 
variables climáticas (temperatura, precipitaciones, 
fotoperíodo), factores ecológicos como disponibi-
lidad de recursos, modo reproductivo y su historia 
filogenética, generando diferencias en la cronología 
reproductiva entre las poblaciones de diferentes re-
giones (Pizzatto y Marques, 2007; Rebelato et al 2016; 
Bellini et al., 2017; Silva et al., 2019; Silva et al. 2019)
Según Shine (2003) las serpientes coordinan 
sus decisiones reproductivas con fluctuaciones tem-
porales en la disponibilidad de energía, ya que los 
costos reproductivos imponen una fuerte presión 
de selección que las obliga a ajustar sus estrategias 
reproductivas a las condiciones locales. Además, 
los factores ecológicos y geográficos condicionan 
la madurez, la fecundidad y el dimorfismo sexual, 
generando divergencia en las tácticas reproductivas 
entre y dentro de las especies (Vitt y Vangilder, 1983; 
Shine, 2003; Bellini et al., 2018). Esto implica que 
suponer similitudes ecológicas o filogenéticas entre 
diferentes poblaciones de serpientes puede generar 
sesgos de interpretación sobre la biología reproduc-
tiva de las mismas.  
Bothrops alternatus Duméril, Bibron & Du-
méril (1854) es una serpiente robusta de hábitos 
exclusivamente terrestres que se distribuye en Pa-
raguay, Uruguay, Argentina y Brasil, ocupando un 
gradiente latitudinal y climático que incluye regiones 
tropicales y subtropicales hasta templadas (Giraudo, 
2001, 2014). Esta especie habita principalmente 
formaciones abiertas, como pastizales, sabanas, 
humedales, bosques abiertos y arbustales (no selvas) 
de las regiones fitogeográficas Pampeana, Espinal, 
Chaco húmedo, Paranaense y del Cerrado, incluidas 
también áreas agrícolas, suburbanas y perturbadas 
(Giraudo y Scrocchi, 2002; Campbell y Lamar, 2004; 
Giraudo et al., 2008; Nunes et al., 2010). La biología 
reproductiva de machos y hembras de esta especie 
de yarará es conocida principalmente por datos 
de poblaciones subtropicales de Brasil  (Almeida-
Santos y Salomão, 2002; Nunes et al., 2010). Para 
las poblaciones subtropicales-templadas argentinas 
se encuentran publicados solo datos sobre la bio-
Introducción
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logía reproductiva de las hembras (Giraudo et al., 
2008; Bellini et al., 2018). El objetivo de este estu-
dio es describir el ciclo reproductivo masculino de 
Bothrops alternatus en un área subtropical-templada 
de América del Sur, considerando tanto aspectos 
morfo-anatómicos como histológicos. Finalmente 
discutimos la sincronización del ciclo reproductivo 
masculino con el ciclo femenino en la población más 
austral de B. alternatus. 
Materiales y métodos
Área de estudio. El estudio de campo se llevó a cabo 
en un área subtropical-templada de América del Sur 
entre 24°30 S y 35°30 S de latitud, y 65° O y 53° O de 
longitud, una región en el dominio del Chaco (sensu 
Morrone, 2014). La geomorfología y el paisaje de 
esta región están fuertemente influenciados por los 
grandes ríos de la cuenca del Plata: Paraguay, Paraná 
y Uruguay que se unen para formar el río de La Plata, 
y presentan amplias llanuras de inundación que dan 
origen a diferentes tipos de humedales (Arzamen-
dia y Giraudo, 2009). La vegetación es un mosaico 
formado por sabanas y pastizales húmedos, bosques 
subtropicales húmedos a subxerófilos, bosques en 
galería y una amplia variedad de humedales -ríos, 
arroyos, lagunas, esteros- (Cabrera, 1976; Prado, 
1993). El clima es estacional, con 4 estaciones mar-
cadas, las temperaturas medias varían entre 17 y 21º 
C con mínimas rondando 0° C en otoño e invierno, 
y máximas de 35 a 40° C en primavera y verano. Las 
precipitaciones anuales varían entre 1000 y 1800 mm 
(Prado, 1993).
Recolección de datos. Los ejemplares analizados se 
obtuvieron mediante 460 muestreos de campo, entre 
enero de 1990 y julio de 2019. Se utilizaron 2 méto-
dos de muestreo (Campbell y Christman, 1982): 1) 
búsquedas con un vehículo por rutas y caminos, a 
velocidades bajas y constantes (40-50 km/h); 2) bús-
quedas intensivas a pie sin rutas o caminos y encuen-
tros ocasionales en recorridos en embarcaciones por 
los diferentes hábitats y horas del día, registrando 
ejemplares activos y ocultos en refugios (Scott, 1994; 
Valdujo et al., 2002). Los ejemplares atropellados y 
los muertos por lugareños encontrados en buenas 
condiciones fueron conservados para su estudio y 
depositados en la colección del Instituto Nacional 
de Limnología (INALI-CONICET-UNL).
Los eventos reproductivos se describieron 
según las estaciones australes. El ciclo reproductivo 
de los machos maduros se analizó considerando los 
cambios morfológicos y anatómicos, tanto a nivel 
macroscópico como microscópico de los testículos 
y túbulos deferentes.
Registros morfo-anatómicos. Los ejemplares con-
servados fueron sexados por medio de una incisión 
debajo de la cloaca y se les tomaron los siguientes 
caracteres: 1) longitud hocico cloaca (LHC); 2) masa 
corporal (MC); y 3) largo, ancho y alto del testículo 
derecho. Todas las medidas fueron tomadas en milí-
metros utilizando cinta métrica y calibre de vernier.
Los machos se consideraron adultos cuando 
tuvieron testículos túrgidos y conductos deferentes 
enrollados y opacos (Almeida-Santos et al., 2014). 
Se calculó el volumen testicular (VT) que refleja ac-
tividad reproductiva, usando la fórmula del elipsoide 
(4/3πabc, donde a= largo/2, b= ancho/2, c= alto/2, 
Pleguezuelos y Feriche, 1999). 
Histología. Para analizar el ciclo espermático a nivel 
microscópico, se utilizaron fragmentos de testículo y 
túbulo deferente de ejemplares fijados y conservados 
previamente. Las muestras se deshidrataron en con-
centraciones crecientes de etanol (70%, 96% y 100%), 
se clarificaron en tres baños de xilol e incluyeron 
en parafina. Se obtuvieron secciones histológicas 
transversales de 5 μm de espesor a partir de un mi-
crótomo de rotación (Microm HM 325) y se fijaron 
a portaobjetos albuminizados. Se utilizó el método 
de tinción histológica hematoxilina y eosina (H&E) 
(Junqueira et al., 1979). Por último, se montaron con 
bálsamo de Canadá sintético (Biopack). Las obser-
vaciones se realizaron bajo un microscopio óptico 
Leica DM3000 LED utilizando un aumento de 200X 
y 400X y se obtuvieron registros fotográficos con 
una cámara digital (Leica DFC7000 T) conectada 
al microscopio.
El ciclo espermatogénico se dividió en tres 
etapas: (1) regresión, presencia de una o dos capas 
de células (espermatogonias y células de Sertoli) en 
los túbulos seminíferos que pueden mostrar en la 
luz del túbulo algunos espermatozoides producidos 
en la estación espermatogénica previa, (2) recru-
descencia (fase mitótica y meiótica), caracterizada 
por la proliferación de células del linaje seminífero, 
con presencia de espermatogonias, espermatocitos 
y espermátidas iniciales, y (3) espermiogénesis, 
cuando los túbulos seminíferos muestran filas de 
espermátidas metamórficas y esperma abundante 
en el lumen (Alberto Barros et al., 2014).
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Análisis estadísticos. La correlación entre las medi-
ciones testiculares morfo-anatómicas y la longitud 
corporal (LHC) se probó mediante regresión lineal 
(Shine, 1977). Se utilizó el análisis de covarianza 
(ANCOVA) para evaluar la variación estacional en 
el volumen de los testículos, utilizando LHC como 
covariable. Realizamos regresiones lineales utili-
zando solo MC como la variable predictiva, porque 
LHC y MC estaban fuertemente correlacionadas (r = 
0,66; p <0,0001). Por lo tanto, analizamos la relación 
entre las siguientes variables: MC vs. VT. Los análisis 
estadísticos se realizaron con el software Infostat, 
versión 5.1 (Di Rienzo et al., 2005), con un nivel 
de significancia del 5% para rechazar la hipótesis 
nula. La asunción de normalidad fue probada con 
la prueba Shapiro-Wilk.   
Resultados
Analizamos un total de 66 machos maduros de 
Bothrops alternatus. Tanto el largo testicular (n=47; 
R2=0,11; F=5,45; p=0,02) como el ancho testicular 
(n=47; R2= 0,28; F =17,19; p =<0,0001) estuvieron 
significativamente correlacionados con el LHC de 
los individuos, a diferencia del alto testicular que 
no mostró diferencias significativas.  A pesar de ser 
correlaciones significativas el R2 fue bajo debido a la 
dispersión de los datos, ya que individuos con similar 
LHC encontrados en diferentes estaciones tuvieron 
gónadas de muy diferente tamaño. Por ejemplo 
dos ejemplares con el mismo LHC (715 mm) que 
se encontraron uno en verano y otro en invierno 
tuvieron un volumen testicular de 542 mm3 y 163 
mm3 respectivamente. Esto se debe a que el LHC es 
una variable intrínseca a los individuos, indepen-
diente de la estacionalidad climática, como sí lo es 
el volumen testicular. El volumen testicular mostró 
una relación significativa con la masa corporal 
(n=46; R2= 0,26; F =15,46; p=0,0003). La variación 
estacional de los parámetros morfométricos de los 
órganos reproductores masculinos fue estadística-
mente identificable. El volumen de los testículos 
Figura 1. Esquema del ciclo reproductivo masculino de Bothrops alternatus en un área subtropical-templada de América del Sur. Entre 
paréntesis se muestran las temperaturas medias de cada estación. El evento de la cópula (mayo a julio) se muestra en color gris claro.
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producidos en los meses previos. También se en-
contraron células de Sertoli rodeando a las células 
gametogénicas, formando cistos en los cuales las 
células del linaje gamético que se encuentran en su 
interior tienen aproximadamente el mismo grado 
de desarrollo, es decir son todos espermatozoides 
(Figs. 1 y 3 C). El espacio intersticial situado entre los 
túbulos seminíferos durante la regresión testicular 
temprana es poco evidente. En invierno se retrajo 
totalmente el epitelio seminífero de los testículos, 
encontrándose en regresión total hacia julio y hasta 
comienzos de septiembre (invierno). El espacio in-
tersticial entre los túbulos seminíferos durante este 
estadio se hace más evidente y se puede ver como 
vacío (Figs. 1 y 3 D). Los espermatozoides estuvie-
ron presentes durante todo el año en el conducto 
deferente (Figs. 1 y 4).
Discusión
La reproducción en reptiles está influenciada por 
factores ecológicos y filogenéticos (Cadle y Gre-
ene, 1993; Shine, 2003; Bellini et al., 2017, 2018). 
disminuyó durante el invierno y aumento de tamaño 
en el verano, mientras que en el otoño y la primavera 
se encontraron volúmenes intermedios (F =18,62, p 
<0.0001) (Figs. 1 y 2). Cuando analizamos los cortes 
histológicos observamos que los machos estuvieron 
reproductivamente activos durante la primavera / 
verano y reproductivamente inactivos durante el 
otoño / invierno. El estudio del epitelio seminífero 
evidenció células germinales en diferentes estadios 
de división celular, sucesivamente distribuidos desde 
la membrana basal al lumen tubular: espermato-
gonias, espermatocitos primarios, espermátidas y 
espermatozoides. En primavera los machos mostra-
ron testículos en recrudescencia, evidenciado por la 
proliferación de espermatogonias y espermatocitos 
primarios y secundarios asociados a células de Ser-
toli (Figs. 1 y 3 A). En verano se observó el estadio 
de espermiogénesis que se extendió hasta el inicio 
del otoño (abril), con abundantes espermatozoides 
en la luz de los túbulos seminíferos (Figs. 1 y 3 B). 
La  regresión testicular (temprana) comenzó en 
mayo (otoño) mostrando dos capas germinativas 
y espermatozoides en la luz del túbulo, que fueron 
Figura 2. Variación estacional del volumen testicular de Bothrops alternatus en un área subtropical-templada de América del Sur. Los 
túbulos enrollados se muestran como cuadrados en la base de cada mes.
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La influencia de la estacionalidad climática en la 
reproducción de los machos de Bothrops alternatus 
fue evidente cuando se analizaron los datos tanto 
morfo-anatómicos como los histológicos. El vo-
lumen testicular varió a lo largo de las estaciones, 
coincidiendo su aumento y disminución con el au-
mento y disminución de la temperatura. El volumen 
testicular alto encontrado en verano se podría corre-
lacionar con el mayor desarrollo celular o actividad 
reproductiva que implica la espermiogénesis, y el 
volumen testicular bajo de invierno con el menor 
desarrollo celular o inactividad reproductiva que 
se da en la regresión testicular (Volsøe, 1944). Sin 
embargo Almeida-Santos et al. (2014) ponen en tela 
de juicio la utilización de medidas morfo-anatómicas 
como únicas indicadoras de la espermatogénesis, so-
bre todo en animales de colecciones, en parte debido 
a factores como mala compresión, deshidratación y 
fijación inadecuada. Por otro lado, también encon-
tramos que las medidas morfo-anatómicas no fueron 
sensibles a todos los diferentes estadios por los que 
atraviesa el testículo de B. alternatus. En primave-
ra y otoño se desarrollan dos estadios totalmente 
distintos (recrudescencia y regresión temprana res-
pectivamente), lo cual fue indistinguible mediante 
el análisis de los datos morfo-anatómicos. Por tanto, 
no incluir análisis microscópicos en los estudios de 
eventos reproductivos masculinos puede conducir a 
conclusiones engañosas (Mathies, 2011; Rojas et al., 
2013; Almeida-Santos et al., 2014).  Otra consecuen-
cia de la falta de información detallada de los ciclos 
reproductivos fue por mucho tiempo la suposición 
que los machos de las serpientes de áreas tropica-
les y subtropicales poseían un ciclo reproductivo 
continuo (Almeida-Santos et al., 2002). Nuestros 
resultados muestran que el ciclo espermatogénico 
de Bothrops alternatus se extendió pero no fue con-
tinuo durante todo el año; considerándose por tanto 
estacional. Los ciclos espermatogénicos estacionales 
son comúnmente encontrados en serpientes de áreas 
templadas (Loebens et al., 2017). La causa principal 
de la regresión testicular en las especies templadas 
es la temperatura, mientras que en las especies 
tropicales es la lluvia (Krohmer y Lutterschmidt, 
2011). En concordancia, encontramos que la esper-
matogénesis de B. alternatus comenzó en primavera 
Figura 3. Secciones histológicas del testículo en diferentes estadios del ciclo espermático de Bothrops alternatus en un área subtropical-
templada de América del Sur. En (A) Primavera, Recrudescencia (B) Verano, proceso de espermiogénesis (C) Otoño, con túbulos 
seminíferos en regresión temprana (D) Invierno epitelio seminífero en regresión total. Ec=Espermatocito, EI=Espacio Intersticial, 
Eg=Espermatogonia, Ez=espermatozoide, L=Luz del túbulo seminífero.
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y la espermiogénesis se completó en verano hasta 
inicios del otoño. La regresión del epitelio seminífero 
se produjo desde mediados del otoño hasta fines 
del invierno. Las temperaturas frías del invierno se 
consideran la principal restricción en la duración de 
la temporada reproductiva, porque solo en verano la 
temperatura y la insolación son lo suficientemente 
altas como para permitir el desarrollo embrionario 
(Gregory, 2009). En un estudio realizado en el sur 
de Brasil también se postula que la producción de 
esperma de B. alternatus es estacional y por tanto el 
ciclo reproductivo masculino, pero esto es inferido 
sólo en base a datos morfo-anatómicos (Nunes et 
al., 2010).
Los túbulos deferentes presentaron espermato-
zoides en la luz durante todo el año, probablemente 
cumpliendo un rol en el almacenamiento de esperma 
a largo plazo. Esto indicaría que los machos pue-
den ser capaces de copular en cualquier momento, 
independientemente de la espermatogénesis, y 
por ende adaptarse al ciclo reproductivo femenino 
(Almeida - Santos et al., 1998; Almeida - Santos y 
Salomão, 2002; Loebens et al., 2017). Sin embargo 
todos los registros de cópula indican que ésta se da 
entre los meses de mayo a julio, apenas posterior a 
la espermiogénesis, aunque cabe destacar que son 
todos datos de organismos en cautiverio (Araujo y 
Ely, 1980; Giraudo et al., 2008; Nunes et al., 2010). 
Las hembras al momento de la cópula se encuentran 
recién comenzando la fase de vitelogénesis secun-
daria, lo que indica un desfase entre la cópula y la 
fecundación (Bellini et al., 2018). Además, si consi-
deramos que la gestación son aproximadamente 170 
días,  también existe asincronía entre la cópula y el 
momento de parición, por lo que se postula que las 
que reservan espermatozoides, en unas estructuras 
especiales del útero posterior denominadas “uterine 
muscular twisting” (UMT), son las hembra de B. 
alternatus (Almeida - Santos y Salomão, 2002; Nunes 
et al., 2010).
En conclusión, nuestros resultados indican 
que los machos de B. alternatus tienen un patrón 
reproductivo estacional en su límite más austral de 
distribución. Si bien los resultados de los análisis 
morfo-anatómicos y los histológicos guardaron 
cierta congruencia, es evidente que el solo uso de 
los primeros no es suficiente para describir acerta-
damente el ciclo reproductivo masculino de Bothrops 
alternatus. Las conclusiones sobre los patrones 
reproductivos de las serpientes basados sólo en 
métodos morfo-anatómicos son poco confiables, y la 
histología se convierte en una herramienta esencial 
para revelar el tiempo preciso de algunos eventos 
reproductivos.
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